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ANTITUMORALIS ANTIMETASZTATIKUS HATASCi 
HEXAPEPTiPiEK 

A talalmany olyan hexapeptidekre vonatkozik, amelyek lizin (a le- 
irasban a kovetkezo betuvel jeloljuk: K) , hisztidin (a leirasban a kovetke- 
z6 betu'vel jeloljuk: H) es arginin (a leirasban a kovetkezo betuvel jeloljuk: 
R) bazikus aminosavakbol allnak es kepesek gatoini a primer daganatok 
novekedeset es terjedeset, valamint az angiogenezist. 

A szulfatalt gliikozaminoglikan (GAG) molekulak (elsdsorban a 
heparan- szulfat. roviditve: HS) feherjekhez kapcsolodasanak alapja a 
negativan toltott GAG-cukor (szulfat- vagy a karboxilresz) ionos kapcso- 
lodasa a feherjen levo pozitivan toltott aminosavak, espedig az elozoek- 
ben emii'tett aminosavak csokrahoz (K, R es H). A GAG cukorlanc resze- 
rdl 5-6 egyseges ollgoszacharid-reszre van szukseg, mig a feherje resz6- 
rol szinten 5-6 aminosavas bazikus peptidszakasz a koto regi6 [(Lander, 
A,D.: Chemistry Biology: 1, 73 - 78 (1994)]. 

A szervezetben elofordulo heparin-koto feherjek a legvaltozatosabb 
funkciot toltik be. Jellemzd csaladjuk a szovetkozi allomanyt alkoto adhe- 
zios feherjek (fibronektin, laminin. kollagen IV. elasztin. vitronektin). a 
veralvadasban kulcsszerepet jatszo feherjek, a sejtosztodas szabalyoza- 
saban reszt vevo magi fehenek (transzkripcios faktorok, magi enzimek). A 
novekedesi faktorok egy jelentos resze heparin-kotd kepesseggel rendel- 
kezik [lasd: Ruoslahti, E. es Yamaguchi Y.: Cell. 64, 867 - 869 (1991); il- 
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letve Lander korabban referalt cikke], es a heparin-koto citokinek biologiai 
hatasainak kialakulasaban a sejtfelszini heparan-szulfat prote9glikanok 
jatszanak szerepet mint elsodleges kotohelyek [Lopez-Cassilas, F. es 
munkatarsai: Cell, 73, 1435 - 1444 (1993); Yayon, A. es munkatarsal: 
Cell, 64..841 - 848 (1991); Timar, J. es munkatarsai: Pathol. Oncol. Res., 
1,85-93(1995)]. 

KorabbI vizsgalataink azt mutattak, hogy a tumorsejtek sejtfelszini 
proteoglikanjai alapveto szerepet jatszanak a tumorsejtek metasztatikus 
kepessegeben. Ki'serleti eger es human tumor modelleken igazoltuk, hogy 
a fokozott majattetkepzo kepessegu' tumor-vonalakban megno a sejtfel- 
szini heparan-szulfat proteoglikanok (HSPG) mennyisege [TImar, J. es 
munkatarsai: Am. J. Pathol, 141. 467 - 474 (1992) es Int. J. Cancer, 62, 
755-761 (1995)]. Vizsgalva, hogy az attetkepzes mely lepcsofokaban le- 
het ezeknek a molekulaknak szerepiik, azt talaltuk, hogy a fokozottan 
attetkepze kepessegu tumorsejtek proliferacioja gyorsul heparan-szulfat 
jelenleteben; a fibronektin adhezio donto resze is heparin-fuggonek bizo- 
nyul, igazolva, hogy a felsztnl HSPG-k a kaszkad tobb lepeseben is stimu- 
lalo modon szerepelhetnek [Timar, J. es munkatarsai: Pathol. Oncol. 
Res., 1, 85-93 (1995)]. A folyamatban a daganatsejtek, illetve felszini 
HSPG molekulai minduntalan kapcsolatba kerulnek ugynevezett heparin- 
koto. azaz bazikus aminosav-klusztereket tartalmazo fehenekkel az ad- 
hezios molekulakkal, erekkel, novekedesi faktorokkal es citokinekkel a 
verszerum alvadasi feherjeivel. Ezek az adatok mind azt sugalljak, hogy a 
heparin-koto bazikus feherjek es a tumorsejtek biologiai viselkedese ko- 
zott kapcsolat lehet. es ez a kapcsolat az egyik fo mozgatorugo lehet a 
daganatprogresszioban. Ennek alapjan, ha ezt a kapcsolatrendszert szet 
tudnank zilaini, illetve fel tudnank fuggeszteni, akkor a daganat progresz- 
szioja is lelassulna, illetve megallna. 

Heparin-koto szintetikus peptidek talalhatok az irodalomban. Ezen 
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peptidek nagyobbik resze sokkal nagyobb molekula (10-20 aminosavbol 
allanak), mint a kesobbiekben Ismertetendo talalmany szerinti hexa- 
peptidek, es kozos jellemzojuk, hogy gyakorlatilag szolgaian masoljak a 
heparin-koto feherjek megfelelo, ligynevezett heparin-koto bazikus ami- 
nosavbol alio domenjet. 

Egy x(arg)8 es x{lys)8 (ahol x=cys), valamint egy cys-lys-lys-glu-phe- 
-arg-his-arg-asn-arg-Iys-gly szekvenciaju, 13 aminosavas peptid a sejtek 
fo adhezios receptorait, az integrinekeLlsepes megkotni, ami adhezios 
funkciojukat igazoija [Vogel, B.E. es munkatarsal; J. Cell Biol., 121, 
461-468 (1993)]. Egy masik adhezios molekula thrombospondin heparin 
koto domenjaibdi szintetikus peptideket alli'tottak elo legfeljebb 17 amino- 
savbol, peldaui a lys-arg-phe-lys-glu-asp-arg-arg-trp-ser-his-trp-ser-pro- 
-trp-ser-ser peptidet es ennek trp-ser-ser-veg nelkuli variansat, valamint a 
lys-arg-phe-lys-gln-asp-arg-arg-trp-trp-ser-pro peptidet [Guo, N. es mun- 
katarsai: J. Biol. Chem., 267 , 19349 - 19355 (1992)]. A peptidek 
melanoma sejtek eseteben adhezios es motilitast fokozo hatasunak bizo- 
nyultak. Egy masik munkacsoport [Murphy-Ullrich, J.E. es munkatarsai: 
J. Biol. Chem., 268, 26784 - 26789 (1993)] a thrombospondin 17-35, 
74-95 es 170-189 peptidszekvenciait alli'totta elo es igazolta, hogy ezek 
kepesek a mar kitapadt endotelsejtek adhezios strukturait felbontani. 

Az alvadasi faktorok kozul az antithrombin-lll heparin-koto peptldjet 
es modositasait alh'tottak elo Bae, J. es munkatarsai [Biochem. J., 301, 
121-129 (1994)] meiyek 17 aminosavbol alio peptidek es csak egy re- 
szuk heparin-koto szekvencia (leu-tyr-arg-lys-ala-asn-lys-ser-ser-lys). Egy 
masik veralvadas-modulalo feherje. a heparin-interacting protein (HIP) 
heparin-koto szintetikus valtozatat is elkeszitettek (cys-arg-pro-lys-ala-lys- 
ala-lys-ala-lys-ala-lys-asp-gln-thr-lys) amely az antithrombin lll-mal kepes 
kompeticiora lepni [Liu, S. es munkatarsai: PNAS US, 94, 1739-1744 
(1997)]. 



-4- 



Szamos anti-anglogenetikus szintetikus peptid ismert a szakiroda- 
lomban. amelyek kozott tobb heparin-koto is elofordul. Ilyen peldaui a leu- 
-tyr-lys-lys-ile-ile-lys-lys-leu-leu-glu-ser a trombocita faktor (PF-4) moleku- 
labol [Maione, T.E. es munkatarsai: Science, 247, 77 - 79 (1990)], es a 
thrombospondin ma! II es mal III peptidjei, amelyekben csak egy kis resz 
heparin koto (ile-thr-arg-ile-arg a mal ll-ben es gln-lys-arg-ser-lys a mal 
Ill-ban) [Tolsma, S.S. es munkatarsai: J. Cell. Biol., 122. 497-511 (1993)]. 
Liu es munkatarsai az elozo bekezdesfeen emiitett publikacio tanusaga 
szerint egy uj veralvadasi feherjet, a HIP szintetikus heparin-koto 
domenjeit keszitettek el. amelyek az antithrombinnal kepesek 
kompeticioba lepni. 

A citokinek es novekedesi faktorok kozul az FGF-1/2 es a TGFb 
heparin koto regioira keszitettek szintetikus makropeptideket. Az FGF-1 
heparin koto peptidjei, azaz a trp-phe-val-arg-leu-lys-lys-asn-gly-ser-cys- 
-lys-arg-gly-pro-arg es ser-lys-lys-his-ala-glu-lys-asn-trp-phe-val-gly-leu- 
-lys-lys-asn-ser-cys-lys-arg-gly-pro-arg. valamint a lys-phe-asn-leu-pro- 
-pro-gly-asn-tyr-lys-lys-pro-lys-leu-leu-tyr kemiailag aktivak voltak, es ke- 
pesek voltak felfuggeszteni az FGF osztodast stimulalo hatasat [Wong, P. 
es munkatarsai: J. Biol. Chem., 270, 25805 - 25811 (1995)]. A TGFb-bol 
4 peptidet keszitettek, azaz a trp-lys-trp-ile-his-glu-pro-lys-gly-tyr-his-ala- 
-asn, asp-phe-arg-lys-asp-leu-gly-trp-lys-trp, pro-tyr-ile-trp-ser.leu-asp-thr- 
-gln-tyr es val-gly-arg-lys-pro-lys-val-glu peptideket, melyek kemiailag ak- 
tivak voltak, de biologiai hatasuk nem ismert [McCaffey. T.A. es mun- 
katarsai: J. Cell. Physiol., 152, 430-440 (1992)]. Bizonyos sejttipusok 
parakrin novekedese az IGF-1, illetve IGF-2 novekedesi faktortol fugg 
melyet egy protein (IGF-BP3) szallit. Ezt a proteint egy matrixbonto en- 
zim, az MMP3 hasftani kepes, amikor heparin-koto peptidek keletkeznek. 
Fowlkes, J.L. es Serra, D.M. a J. Biol. Chem., 271, 14676-14679 (1996) 
szakirodalml helyen kozoltek szerint szintetikus IGF-BP3 peptideket alii- 
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tottak elo (ser-arg-leu-arg-ala-tyr-leu-leu-pro-ala-pro-pro-ala-pro, lys-lys- 
-gly-his-ala-lys-asp-ser-gln-arg-tyr-lys-val-asp-tyr-glu-ser-gln-ser, .asp-lys- 
-lys-gly-phe-tyr-lys-lys-lys-gln-cys-arg-pro-ser-lys-gly-arg), melyek hepa- 
rin-kotS kepesseguek voltak, azonban ezek biologiai aktivitasarol nincse- 
nek adatok, 

Megallapithato tehat, hogy bazikus aminosavak felhasznalasaval 
szintetizalt, ismert struktur-analogok joval hosszabb molekulak, mint a ko- 
vetkezokben ismertetendo talalmany szermti bazikus hexapeptldek, ezert 
oldhatosaguk, biologiai membranokon keresztiil torteno athatolasuk joval 
lassubb, mint a talalmany szerinti bazikus hexapeptideke. Miutati a bazi- 
kus peptidek biologiai aktivitasa (heparin-koto feherjekkel valo kom- 
peticioja) hosszukkal egyre romiik, a talalmany szerinti hexapeptldek elo- 
nyosebbek ebbol a szempontbol is. Az irodalombol ismert hosszabb 
struktur-analogok biologiai hatasai daganatsejteken alig ismertek, elte- 
kintve a szintetikus thrombospondin-peptidektol, azonban ezek fokozzak 
a melanoma sejtek vandorlasat, ami invazio-fokozo hatast von maga 
utan, ezert ezek a peptidek nem alkalmasak a daganatok gatlasara. 

Felismertuk, hogy a csak lizinbol, arglninbol es hisztidinbol tetszes 
szerinti sorrendben felepulo hexapeptideknek kivalo antitumoralis es 
antimetasztatikus hatasuk van. 

A fentiek alapjan a talalmany lizinbol, argininbol es hisztidinbol fele- 
pulo, tetszes szerinti szekvenciaju hexapeptidekre es ezek gyogyaszatllag 
elfogadhato savaddicios soira vonatkozik. 

A talalmany szerinti hexapeptldek egy elonyos alcsoportjat alkotjak 
azok, amelyek harom - harom azonos aminosavbol epiilnek fel. Ilyen 
peptidekre peldakeppen megemlfthetjiik a p1 jelzesu peptidet (KKKHHH- 
NH2 azaz lys-lys-lys-his-his-his-NHa). a p2 jelzesu peptidet (KKKRRR- 
NHjazaz lys-lys-lys-arg-arg-arg-NHz) es a p3 jelzesu peptidet (HHHRRR- 
NH2 azaz his-his-hls-arg-arg-arg-NHa). 
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Egy masik elonyos csoportot alkotnak a valtozo aminosavakbol fele- 
pulo peptidek, peldaul a p4 jelzesu (KHKHKH-NH2 azaz lys-his-lys-his-lys- 
-his-NHg), a p5 jelzesu (KRKRKR-NH2 azaz lys-arg-lys-arg-lys-arg-NHj) 
es a p6 jelzesu (HRHRHR-NH2 azaz his-arg-his-arg-hls-arg-NHs). 

Egy tovabbi elonyos csoportot alkotnak a haromszor ket - ket azonos 
peptidbol felepiilok, I'gy a p7 jelzesu (KKHHRR-NH2 azaz lys-lys-his-his- 
-arg-arg-NHg), a p8 jelzesu (KKRRHH-NH2 azaz lys-lys-arg-arg-his-his- 
-NH2) es a p9 jelzesu {RRHHKK- NHg a^szarg-arg-his-his-lys-lys-NHz). 

A haromfele amlnosav mindazonaltal tetszoleges szekvenclaju lehet. 
Az llyen vegyuletekre a kovetkezo peldakat emiitjuk: p10 jelzesu 
(HRKHRK-NH2 azaz his-arg-lys-hls-arg-lys-NHz), p11 jelzesu (RHKRHK- 
NH2 azaz arg-hls-lys-arg-his-lys-NHs) es p12 jelzesu (KRHKRH-NH2 azaz 
lys-arg-his-lys-arg-his-NH2) peptid. 

Az -NH2 a hexapeptidek vegen a C-termlnalis savamid csoportot je- 

loli. 

A talalmany szerinti hexapeptidek szinteziset a szakirodalomboi e 
ceira jol Ismert modszerekkel, peldaul a Toth, G. K es munkatarsai altal a 
Peptides. 16. 1167-1172 (1995) szakirodalmi helyen ismertetett modon 
hajthatjuk vegre. E modszer szerint a peptldeket manualis szllard fazisu 
peptidszintezis modszerrel celszeruen MBHA-gyantan (metil-benzhidril- 
-gyantan) gyantan allitjuk eld, de hasznalhatunk barmely mas, e ceira jol 
ismert gyantat. Az aminosavak aifa-aminocsoportjat celszeruen Boc- 
-csoporttal (terc-butil-karbonilcsoporttal) vedjiik. A szintezis soran a nem- 
kivanatos mellekreakciok elkeriilese celjabol az Arg oldallancat celszeru- 
en Tos- (tozil-), a Lys celszeruen oldallancat 2-CI-Z- (2-kl6r-benzil-oxi- 
-karbonil-), a His oldallancat celszeruen Z- (benzil-oxi-karbonil)-csoporttal 
vedjuk, de termeszetesen hasznalhatunk barmely mas alkalmas, a szak- 
irodalomboi jol ismert vedocsoportot. 

A vedett aminosavak kapcsolasahoz a szakirodalomboi e ceira jol 
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ismert kondenzaloszerek barmelyiket hasznosithatjuk. Celszeruen 3 
molekvivalens feleslegben vett diciklohexil-karbodiimiddel (DCQ) dolgo- 
zunk. A kondenzacios reakciohoz a reaktansokkal, illetve a termekke! 
szemben kozombos oldoszert, peldaul halogenezett alifas szenhidroge- 
neket, celszeruen klorozott 1-4 szenatomos alkanokat, elonyosen diklor- 
-metant hasznalhatunk Az Arg kivetelt kepez, mert a Boc-Arg(Tos)-OH-t 
oldekonysagi problemak miatt diklor-metan es dimetil-formamid elegye- 
ben, elonyosen 1:1 terfogataranyu elegyeben kapcsoljuk. Az acllalasi re- 
akciot 2 ora utan minden esetben Ninhidrin teszttel ellenorizzuk es pozitiv 
Ninhidrin teszt eseteben (a kapcsol^si reakcio nem volt 100%-os) a kap- 
csolast 1 ,5 molekvivalens vedett aminosavval es peldaul DCC-vel meg- 
ismeteljiik. 

Amennyiben a Ninhidrin teszt negattv, a Boc vedocsoportot celsze- 
ruen 50%-os vizes trifluor-ecetsav-oldattal (TFA) eltavolitjuk (5+25 perc 
reakcioido), majd a gyantahoz megfelelo mosasok es semlegesltes utan a 
kovetkezo vedett aminosav 3 molekvivalenset kapcsoljuk celszeruen 3 
molekvivalens DCC-vel, es a fenti folyamatot a hexapeptid szekvenciaja- 
nak megfelel6en ismeteljuk. A szintetizalt hexapeptidek C-terminalisait 
savamid csoporttal jeloljuk. 

A szintezis befejezese utan a hexapeptidet celszerQen cseppfolyos, 
vizmentes hidrogen-fiuoriddal (HF) hasitjuk le a gyantarol CC-on, 60 per- 
ces kezelessel. A HF kezeles hatasara a peptid N-terminalis vegen levo 
vedocsoport, peldaul Boc-csoport es az oldallanci vedocsoportok is leha- 
sadnak. A HF eltavolftasa vakuumban nitrogengazzal tortenik. A peptidet 
kicsapjuk, kiszurjuk, vizzel mossuk, majd a csapadekot celszeruen 50%- 
os vizes ecetsavoldattal extrahaljuk, az extraktumot celszeruen desztillalt 
vizzel higitjuk, vegul liofilizaljuk. 

A nyers tennekeket celszeruen analitikai reverz fazisu HPLC-vel el- 
lenorizzuk. amikor az 280/215 nm abszorbancia nyomonkovetesevel 
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monitorozzuk az oldallanc-protekcios csoportok eltavoh'tasat, majd 
preparativ HPLC-vel tisztitast vegziink. Az egyes hexapeptideket retenci- 
6s idejukkel jellemezzuk. A tiszta peptidek szekvenciajanak ellenorzese 
celszeruen aminosav-analizissel, valamint ES-MS tomegspektroszkopia- 
val tortenik. 

A talalmany szerinti peptidek gyogyaszatilag elfogadhato soi eloallft- 
hatok ismert modon farmakologiailag elfogadhato savakkal, peldaul szer- 
vetlen vagy szerves savakkal, igy peldairf hidrogen-kloriddai, kensavval, 
foszforsavval, ecetsawal, borkosawal, borostyankosavval vagy almasav- 
val vegzett kezeles utjan. 

A talalmany szerinti peptidek biologiai hatasat a kovetkezokeppen 
vizsgalhatjuk. 

A rosszindulatu tumorok egyik fontos jellemzoje a korlatlan szaporo- 
dokepesseg. Ezen kepesseguket in vitro korulmenyek kozott is megorzik. 
Ezert vizsgaltuk a bazikus hexapeptidek sejtszaporodast befolyasolo ha- 
tasat in vitro korulmenyek kozott a Tovari es munkatarsai altal az 
Anticancer Res., 16, 3307-3312 (1996) szakirodalmi helyen ismertetett 
modon. 

Vizsgalati modszer : 

96-fer6helyes muanyag tenyeszedeny egyes helyeire 3x10^ tu- 
morsejtet telepitettiink szerumot tartalmazo tapfolyadekban, majd 24 ora- 
ra hagytuk letapadni a sejteket. 24 ora utan a sejtek tapfolyadekat elvon- 
tuk es szerummentes tapfolyadekra csereltuk, amelybe a vizsgaiando 
hexapeptideket adtuk emelkedo koncentracioban 72 orara. A kfserieti pe- 
riodus vegen az edeny aljan novekedo sejteket mostuk, es szulforodamin 
B-vel festettuk. (A festek a daganatsejteket festi meg, I'gy a festodes az 
edenyben levo sejtek szamaval aranyos.) Az egyes helyek abszor- 
banciajat mertuk Labsystem Multiskan MS ELISA olvasoval 492 nm-en. 
Kontrollkent peptiddel nem kezelt sejteket hasznaltunk. Minden kfserieti 
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pontban 4 parhuzamost allitottunk be. 

Egyik modellunk a legagresszi'vebb emberi daganatfeieseg, a 
melanomabol szarmazd sejtvonal volt [Ti'mar, J. es munkatarsa: Am. J. 
Pathol., 141, 467-474 1992)]. A p4, p5, p6 es plO peptldekkel tortent 72 
oras kezeles utan a melanoma sejtek szaporodasa csokkent, aminek 
merteke a magasabb koncentracio eseteben (1000 ng/ml) 35-40%-os 
gatlas volt (1. abra) amely a plO-es hexapeptid eseteben statlsztikailag 
szlgnifikansnak bizonyult (p<0.05). 

Masik modellkent emberi vastagbeldaganatbol szannazo sejtvonalon 
(HT25) teszteltuk a hexapeptidek sejtosztodasra gyakorolt hatasat. Ezek 
a daganatsejtek, szemben a melanoma sejtekkel, szemm hianyaban nem 
tudnak eini in vitro korulmenyek kozott, igy a daganatsejteket 1% borjusa- 
v6 jeienleteben tenyesztettuk es ilyen korulmenyek kozott tortent a 
hexapeptidekkel valo kezeles is. A sejtosztodas in vitro vizsgalata egye- 
bekben megegyezett a melanoma sejtvonal eseteben alkalmazott 
modszen-el. A hexapeptidek az alkalmazott legmagasabb koncentracio 
(1000 ng/ml) eseteben jelentosen (> 50%) gatoltak a vastagbelr^k sejtek 
novekedeset es ez a hatas a negy hexapeptid eseteben statisztikailag 
szlgnifikansnak bizonyult (p<0.05), mikent ezt a 2. 6bran bemutatjuk. 

I'gy a talalmany olyan gyogyaszati keszi'tmenyekre is vonatkozik, 
amelyek hatoanyagkent a talalmany szerinti bazlkus hexapeptidek es 
gyogyaszatilag elfogadhato soik valamelyiket tartalmazzak gyogyaszatilag 
hatasos mennyisegben a gyogyszergyartasban szokasosan hasznalt hor- 
dozo- es/vagy egyeb segedanyagokkal egyCitt. 

A talalmany szerinti gyogyaszati keszitmenyek beadhatok az e celra 
szokasosan alkalmazott modszerekkel, peldaul oralisan, parenteralisan, 
rektalisan vagy topikalisan, a beadasi modnak megfelelo fomnaban, pel- 
daul tablettak, pilulak, ostyazott keszitmenyek. kapszulak.injektalhato ol- 
datok es szuszpenzldk, kupok, kremek es kenocsok formajaban. Az ilyen 
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keszi'tmenyekhez hasznalhatunk peldaul hordozo- es higitoanyagokat, 
csusztatokat, szetesest elosegi'toszerek, athatolast fokozo agenseket, 
konzervaloszereket, izesitoszereket es gyogyaszatilag hasznosi'thato szf- 
nezekeket. 

A talalmany szerinti gyogyaszati keszi'tmenyekkel a legkulonbozobb 
daganatos megbetegedesek es tumorok kezelhetok, illetve megelozhetok, 
elsosorban majattetek eseteben. A konkret esetben alkalmazott dozist 
mindig a szakorvos allapitja meg, de atlages testsulyu felnott eseteben ez 
parenteralis beadasnal napi 1-2 mg, oralis beadasnal 10-20 mg egyszeri 
vagy tobbszori beadassal, de termeszetesen a szakorvos alkalmazhat 
ennel kisebb vagy nagyobb dozisokat is. 

A talalmanyt kozelebbrol a kovetkezo peldakkal ki'vanjuk megvilagi- 

tani. 

1. pelda 

A pIQ hexaoeptid szintezise 

A plO hexapeptidet manualis szilard fazisu peptidszlntezis modszer- 
rel MBHA-gyantan allitottuk elo. A His, Arg es Lys aminosavak alfa- 
aminocsoportjat Boo csoporttal vedtiik. 

A szintezis soran a nemki'vanatos mellekreakciok elkerulese celjabol 
az Arg reaktiv oldallancat Tos-, a Lys oldallancat 2-CI-Z-Boc, a His ol- 
dallancat Z-Boc vedocsoporttal vedtuk. 

10 mg vedett His-hez 3 molekvlvalens feleslegben adtuk a vedett 
Arg(Tos)-OH-t 3 molekvlvalens DCC-vel egyiitt diklor-metan es dimetil- 
formamid 1:1 terfogataranyu elegyeben. 2 ora kapcsolasi idd utan 
Ninhidrin tesztet vegeztunk, mely negati'v eredmenyt adott. A Boc ve- 
docsoportot 50% TFA-val eltavolitottuk (5+25 perc reakcioido), majd a 
His-Arg-hordozo gyantahoz diklor-metanos mosas es semlegesites utan 
vedett Lys 3 molekvivalenset adtuk 3 molekvlvalens DCC-vel diklor-metan 
mint oldoszer jelenleteben. 2 ora kapcsolasi ido utan Ninhidrin tesztet ve- 
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geztunk, mely negati'v eredmenyt adott. A Boc vedocsoportot 50% TFA- 
val eltavoli'tottuk (5+25 perc reakcioido). 

A His-Arg-Lys-hordozo gyantahoz 3 molekvivalens feleslegben adtuk 
a vedett His-t 3 molekvivalens DCC-vel diklor-metan mint oldoszer jelenie- 
teben. 2 6ra kapcsolasi ido utan Ninhidrin tesztet vegeztunk, mely negativ 
eredmenyt adott. A Boc vedocsoportot 50% TFA-val eltavolftottuk (5+25 
perc reakcioido). 

A His-Arg-Lys-His-hordozo gyantaboz 3 molekvivalens feleslegben 
adtuk a vedett Arg(Tos)-OH-t 3 molekvivalens DCC-vel diklor-metan es 
dimetil-formamid 1:1 terfogataranyu elegyeben. 2 ora kapcsolasi ido utan 
Ninliidrin tesztet vegeztunk, mely negativ eredmenyt adott. A Boc ve- 
docsoportot 50% TFA-val eltavolftottuk (5+25 perc reakcioido). 

A His-Arg-Lys-His-Arg-liordoz6 gyantahoz megfelelo mosasok es 
semlegesites utan vedett Lys 3 molekvivalenset adtuk 3 molekvivalens 
DCC-vel diklor-metan mint oldoszer jelenleteben. 2 ora kapcsolasi ido 
utan Ninhidrin tesztet vegeztunk, mely negativ eredmenyt adott. A Boc 
vedocsoportot 50% TFA-val eltavolftottuk (5+25 perc reakcioido). A szin- 
tetizalt His-Arg-Lys-His-Arg-Lys hexapeptid C-terminalisat savamid cso- 
porttal jeloltuk. A hexapeptidet cseppfolyos. vfzmentes HF-dal hasftottuk 
le a gyantarol 0°C-on 60 perces kezelessel. A HF elt^volitasa vakuumban 
nitrogengazzal tortent. A peptidet dietil-eterrel csaptuk ki, flltraltuk, dietil- 
eter es etil-acet^t elegyevel mostuk, majd 50%-os vizes ecetsavoldattal 
extrahaltuk, az extraktumot desztillalt vfzzel hfgitottuk, majd liofllizaltuk. A 
reakcio eredmenyekent 9,3 mg peptidet kaptunk. 

A nyers termeket analitikai reverz fazisu HPLC-vel ellenoriztuk, ami- 
kor 280/215 nm abszorbancia nyomonkovetesevel monitoroztuk az ol- 
dallanc-protekcios csoportok eltavolitasat. A kovetkezo lepesben a 
preparati'v HPLC tisztftaskor 50 %-os vizes ecetsav mint mobil fazis al- 
kalmazasaval a bevitt 30 ^il hexapeptid-oldattal Lichrosorb oszlopon 9,104 
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perc retencios idejO peptidet kaptunk, mely mellett 0,7649%-ban volt jelen 
egy 10,960 perc retencios idejQ szennyezc) peptid. Az aminosavranalizis, 
illetve ES-MS tomegspektroszkopias vizsgalat igazolta a 9,104 perc re- 
tencios ideju peptid His-Arg-Lys-His-Arg-Lys-NHz szekvenciajat. 
2 - 6. peldak 

Az 1 . peldaban ismertetett modszerrel az alabbi retencios ideju pep- 
tidek allithatok elo: 

Peptid RetejQcios ido 

p1 5,960 
p2 6,280 
p4 7,225 
P5 7,122 
p6 7,275 
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Szabadalmi igenypontok 

1. Lizinbol, argininbol es hisztidinbol felepulo, tetszes szerinti szek- 
venciaju hexapeptidek es ezek gyogyaszatilag elfogadhato savaddfcios 
soi. 

2. Az 1 . igenypont szerinti peptidek, amelyek harom - harom azonos 
aminosavbol epulnek fel. 

3. Az 1 . vagy 2. igenypont szerinti peptidek koziil a lys-lys-lys-his-his- 
hls-NHa . lys-lys-lys-arg-arg-arg-NHa ©s his-his-his-arg-arg-arg-NHs. 

4. Az 1. igenypont szerinti, szabalyosan valtozo sorrendu anninosa- 
vakbol felepulo peptidek. 

5. Az 1 . vagy 4. igenypont szerinti peptidek kozul a lys-his-lys-his-lys- 
his-NHz. iys-arg-lys-arg-lys-arg-NHa es his-arg-his-arg-jirs-arg-NHg. 

6. Az 1 . igenypont szerinti peptidek kozul a haromszor ket - ket azo- 
nos aminosavbol felepulok. 

7. Az 1 . vagy 6. igenypont szerinti peptidek kozul a lys-lys-his-his- 
arg-arg-NHa , lys-lys-arg-arg-his-his-NHg es arg-arg-his-his-lys-lys-NHs- 

8. Az 1 . igenypont szerinti peptidek kozul a haromfele aminosavat 
tetszoleges vagy veletlen (random) son-endben tartalmazok. 

9. Az 1 . vagy 8. igenypont szerinti peptidek kozul a his-arg-lys-his- 
arg-lys-NHa, arg-his-lys-arg-his-lys-NHz) es lys-arg-his-lys-arg-his-NHj. 

1 0. Gyogyaszati keszitmeny, azzal jellemezve, hogy hatasos meny- 
nyisegben az 1-9. igenypontok barmelyike szerinti peptidet tartalmaz. 
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